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Rezumat
Fenilcetonuria (PKU) este o patologie metabolică ereditară cu transmitere autozom recesivă cauzată de defi cienţa 
enzimei fenilalanin hidroxilaza (PAH). În urma blocului enzimatic creşte cantitatea Phe şi a metaboliţilor ei care sunt ex-
trem de toxici pentru sistemul nervos în dezvoltare, suscitând un retard mental sever. Analizând rezultatele screening-ului 
neonatal frecvenţa PKU în Republica Moldova poate fi  considerată de 1 la 7325 de nou-născuţi, cu o rată medie de cu-
prindere de 75,2%. Scopul lucrării a fost de a aprecia frecvenţa mutaţiilor cercetatate în gena PAH la pacienţii cu PKU 
moldoveni şi de a monitoriza efi cienţa diagnosticului molecular-genetic a PKU în Republica Moldova. Pentru aceasta au 
fost supuse cercetării molecular-genetice 89 de mostre de ADN a pacienţilor cu PKU moldoveni. În urma cercetării mole-
culare s-a  stabilit că cea mai frecventă mutaţie în gena PAH în populaţia moldovenească este R408W (50,0%) urmată de 
P281L (5,1%), R262Q (3,9%) R158Q, R252W, (a câte 2,8% fi ecare), IVS12nt1 (2,3%). Spectrul mutaţional din gena PAH 
cercetat în Republica Moldova la momentul actual permite depistarea mutaţiilor cu rata de 69,7%, ceea ce accentuează 
necesitatea implementării noilor metodici pentru depistarea mutaţiilor noi, ceea ce ar efi cientiza efectuarea diagnosticului 
prenatal în familiile cu risc prevenind naşterea copiilor cu PKU în Republica Moldova. 
Cuvinte-cheie: fenilcetonurie, gena PAH, mutaţie, fenilalanina, diagnosticul molecular-genetic
Summary: Molecular-genetic analysis of PAH gene mutations in PKU patients from Republic of Moldova
Phenylketonuria (PKU) is an inherited metabolic pathology autosomal recessive caused by defi ciency of the hepatic 
enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH). Enzymatic block caused by mutations in the PAH gene increases blood Phe 
levels, that leads to severe mental retardation with clinical and biochemical polymorphism. According to neonatal screen-
ing data the frequency of PKU in Republic of Moldova is 1 to 7325 newborns, the mean screening rate being 75,2%. Aim 
of the study was to appreciate the frequency of PAH gene mutations in the Moldavian PKU patients and to monitor the 
effectiveness of molecular-genetic diagnosis of PKU in Moldova.  For this reason were investigated 89 DNA samples of 
Moldavian PKU patients. Using molecular research data there has been established that the most common mutation in the 
PAH gene in Moldavian PKU population is R408W (50,0%) followed by P281L (5,1%), R262Q (3,9%), R158Q (2,8%), 
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R252W (2,8%), IVS12nt1 (2,3%). Mutational spectrum of PAH gene investigated in Moldova currently allows to detect 
mutations with the rate of 69,7%, which suggests the needing of implementation of methods to detect new mutations in 
PAH gene, which would improve the performance of prenatal diagnosis in families of risk preventing the birth of children 
with PKU in Republic of Moldova.
Key words: PKU, PAH gene, mutation, phenylalanine, molecular-genetic diagnostic
Резюме: Молекулярно-генетический анализ гена ФАГ у больных ФКУ в Молдове
Фенилкетонурия (ФКУ) является наследственным аутосомно-рецессивным заболеванием, вызванное дефи-
цитом фермента фенилаланингидроксилазы (ФАГ). Из-за блокирования фермента увеличивается объем Phe и 
его метаболитов, которые обладают высокой токсичностью для развивающейся нервной системы, что является 
причиной тяжелой умственной отсталости. Анализируя результаты неонатальнного скрининга в Молдове, была 
определена частота встречаемости ФКУ, которые является 1-7325 новорожденных, при среднем показатель ох-
вата 75,2%. Цель исследования состояла в оценке частоты мутаций в гене ФАГ у молдавских пациентов с ФКУ 
и мониторинга эффективности молекулярно-генетической диагностики ФКУ. Для этого были проведены моле-
кулярно-генетические анализы в 89 образцах ДНК  больных с ФКУ. Молекулярные исследование показало, что 
наиболее частой мутацией в гене ФАГ в молдавском населении является R408W (50,0%),  а P281L (5,1% ) , R262Q 
(3,9%) R158Q (2,8%), R252W (2,8%) , IVS12nt1 (2,3%) с наименьшей частотой.  В настоящее время исследование 
мутационного спектра гена ФАГ в Молдове позволяет обнаруживать мутации только в 69,7%, что подчеркивает 
необходимость внедрения методов для обнаружения новых мутаций в гене ФАГ, которые бы повысили эффектив-
ности выполнения молекулярно-генетической диагностики в семьях высокого риска и предотвращения рождения 
детей с ФКУ в Республике Молдова.
Ключевые слова: ФКУ, ген ФАГ, мутация, фенилаланин, молекулярно-генетическая диагностика
Introducere
Fenilcetonuria (PKU) este o patologie metabolică 
ereditară, autozom recesivă (OMIM 261600), cauza-
tă de defi cienţa enzimei hepatice fenilalaninhidroxi-
laza (PAH, EC 1.14.16.1) care catalizează conversia 
aminoacidului esenţial fenilalanina (Phe) în tirozină 
(Tyr). În urma blocului enzimatic Phe ajunsă în orga-
nism prin alimentaţie se acumulează în cantităţi mari 
în sânge. Ea nu se supune conversiei metabolice prin 
hidroxilare, ci transaminării şi decarboxilării, iar, [12, 
24]. 
Gravitatea manifestărilor clinice cu evoluţie până 
la retard mental sever [12] atribuie fenilcetonuriei 
importante valenţe medicale şi sociale. Diagnosticul 
precoce şi tratamentul PKU previn instaurarea retar-
dului mintal şi fi zic, ceea ce permite copiilor cu PKU 
să se dezvolte până la calitatea de membri deplini ai 
societăţii şi să se integreze reuşit în viaţă.
Unica metodă de tratament al PKU, din momentul 
descoperirii până în prezent, rămâne a fi  dietoterapia, 
care prevede limitarea aportului Phe cu alimentele şi 
folosirea substituenţilor proteici, ce nu conţin Phe şi 
sunt îmbogăţiţi cu Tyr şi vitamine. Un efect benefi c 
asupra tratamentului o are  administrarea co-factoru-
lui  enzimatic BH4  care poate  ameliora indicii de 
calitate a vieţii la 30-50% din pacienţii cu PKU [1, 
3, 4, 22]. 
Gena PAH este situată pe cromozomul 12q22-
12q24 [14] în care au fost  descrise până la 564 mu-
taţii ce induc patologia (http://www.pahdb.mcgill.ca). 
O mare parte din mutaţiile identifi cate reprezintă sub-
stituţii de un singur nucleotid (SNPs). Din cele 564 de 
mutaţii cunoscute din gena PAH 341 sunt mutaţii de 
tip missens (60,46%), 76 – deleţii (13,48%), 62 – mu-
taţii de splicing (10,99%), 32 – silence (5,67%), 28 
– nonsense (4,96%) 18 – inserţii (3,19%) şi 4 mutaţii 
nu sunt încă identifi cate după tip [18]. Cea mai des 
întâlnită mutaţie în gena PAH din populaţia europea-
nă este R408W, ce determină substituirea Argininei 
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Fig. 1. Electroforeograma analizei  RFLP a exonu-
lui 12 (R408W) după digestia cu Sty I: M – marker 
PUC/MspI; A - amplicon; 5,6,7 – normal; 3,4,8 – 
Heterozigoţi; 1,2 – Homozigoţi după mutaţia 
R408W
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Identifi carea a 6 mutaţii (R408W, P281L, R261Q, 
R252W, R158Q, IVS12nt1) din gena PAH a fost reali-
zată prin metoda PCR urmată de clivarea ADN amp-
lifi cat cu o restrictază site-specifi că (RFLP). 
Reacţia de polimerizare în lanţ (PCR) a fost exe-
cutată în amplifi catorul Eppendorf MastercyclerPro. 
Amplifi carea regiunilor specifi ce de ADN a fost 
efectuată într-un amestec de reacţie cu volumul de 
25μl care conţinea: 0,2mM de fi ecare dNTP, 0,6-0,7 
U DreamTaq DNA Polymerase, 0,5-1 μg de ADN 
matriţă, 0,25μM de fi ecare primer (forward şi rever-
se), 2,5μl de 10X DreamTaq™ Green Buffer (KCl, 
(NH4)2SO4), 20mM MgCl2. 
Restricţia (RFLP) a fost executată într-un ames-
tec de reacţie care include 8 μl de amplifi cat, 5 U de 
restrictază şi 1,5 μl soluţie tampon pentru restrictază. 
Reactivele utilizate în reacţiile PCR şi RFLP au fost 
procurate de la Thermo Scientifi c, SUA (http://www.
thermoscientifi cbio.com).
Mutaţia R408W  este depistată prin amplifi carea 
unui fragment de ADN de 245pb din exonul 12 a genei 
PAH, urmat de clivarea cu restrictaza Sty I. În cazul 
purtătorului homozigot se observă  două fragmente 
de 148pb şi 97pb, iar în cazul heterozigoţilor: 245pb 
şi (148pb şi 97pb) (fi g.1). Mutaţia R158Q din exonul 
6 este identifi cată prin amplifi cărea a 162pb  care, 
apoi este supus digestiei cu restrictaza Msp I. În ca-
zul prezenţei mutaţiei dispare site-ul de restricţie care 
este prezent în alelele sănătoase (fragmentele 141pb 
şi 21pb) şi observăm un fragment de 162pb. Mutaţia 
P281L – pentru identifi carea mutaţiei localizate în exo-
nul 7 a fost amplifi cat 218pb şi produsul obţinut a fost 
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În Republica Moldova PKU este depistată gra-
ţie screening-ului neonatal fi ind o metodă simplă, 
efi cientă şi accesibilă pentru determinarea concen-
traţiei Phe serice la toţi nou-născuţii din Moldova.
Screening-ul neonatal funcţionează în Republica Mol-
dova din 1989 şi în baza lui a fost creat Registrul Naţi-
onal al bolnavilor PKU care include 94 de pacienţi. Din 
anul 1993 până în prezent au fost supuşi screening-ului 
114634 din 119492 de nou-născuţi ceea ce reprezintă 
75,2%, iar în această perioadă au fost depistaţi 78 de 
copii cu PKU prin intermediul screening-ului neona-
tal, ceea ce corespunde unei frecvenţe medii a PKU în 
Republica Moldova de 1:7325 [2]. 
În studiile autohtone anterioare a fost stabilit că 
fi ecare al 48-lea locuitor al Moldovei este purtător al 
uneia din cele 8 mutaţii mai frecvent întalnite în gena 
PAH [11, 12, 24]. Diversitatea mutaţiilor determină 
variabilitatea genetică şi polimorfi smului clinic, de-
terminând activitatea reziduală a fermentului PAH.
În dependenţă de consecinţa mutaţiilor asupra ac-
tivităţii reziduale a PAH, anumite mutaţii sunt „majo-
re” sau „minore”, astfel determinând forma patologi-
ei: severă sau uşoară [24].
Scopul lucrării este de a aprecia frecvenţa muta-
ţiilor cercetate în gena PAH în Republica Moldova la 
pacienţii cu PKU din Registrul Naţional şi de a mo-
nitoriza efi cienţa diagnosticului molecular-genetic a 
PKU în Republica Moldova. 
Material şi metode:
Materialul cercetării a servit 89 de mostre de 
ADN a pacienţilor cu PKU din Registrul Naţional al 
bolnavilor PKU din Republica Moldova depistaţi prin 
screening-ul neonatal şi prin consultul medico-gene-
tic. 
Fig. 2. Electroforeograma analizei  RFLP a exonului 
7 (P281L) după digestia cu Dde I: M – marker PUC/
MspI; A - amplicon; 4,5,6 – normal; 1,2,3 – Hetero-
zigoţi 
Fig. 3. Electroforeograma analizei  RFLP a exonului 
12(IVS12) după digestia cu Rsa I: M – marker PUC/
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mutaţiei va apărea site-ul de restricţie cu vizualizarea 
a două fragmente 190 pb şi 20 pb (fi g. 2). Mutaţiile 
R252W şi R261Q – aceste două mutaţii, localizate în 
exonul 7 sunt identifi cate prin amlifi carea unui frag-
ment  de 218pb şi restricţia cu Ava I şi Hinf I. În cazul 
mutaţiei R252W purtătorii homozigoţi vor avea două 
fragmente de 165pb şi 53pb, iar în cazul heterozigo-
ţilor: 218pb şi, (165pb şi 53pb). Mutaţiei R261Q  îi 
este caracteristic apariţia site-ului de restricţie care 
este absent în alelele sănătoase şi observăm fragmen-
tele de 147pb şi 71pb. Mutaţia IVS12nt1 este depista-
tă prin amplifi carea unui fragment de ADN de 177pb 
din exonul 12 şi regiunea intronului adiacent, urmat 
de clivarea cu restrictaza Rsa I. În cazul prezenţei 
mutaţiei dispare site-ul de restricţie care este prezent 
în alelele sănătoase (fragmentele 154pb şi 23pb) şi se 
va observa un fragment de 177pb (fi g. 3).
Rezultate şi discuţii:
În gena PAH sunt identifi cate cca 560 de muta-
ţii, dar una din cea mai des depistată pe cromozomii 
bolnavilor cu PKU este mutaţia R408W [7]. La paci-
enţii cu PKU din Republica Moldova această mutaţie 
a fost depistată în 50,0% din cazuri (tab. 2), cel mai 
des, fi ind diagnosticată în formă homozigotă (26%) 
(tab.1). Această mutaţie duce la schimbarea Arg-408 
cu Thr  în enzima PAH, ceea ce produce erori în men-
ţinerea domeniului catalitic şi tetrameric împreună. În 
rezultatul mutaţiei enzima PAH pierde până la 97% 
din activitatea sa enzimatică şi duce la instaurarea 
unei forme severe de PKU [8, 9, 10]. 
În populaţia bolnavă a Republicii Moldova mu-
taţia P281L se întâlneşte cu frecvenţa de 5,01% (tab. 
2). Până la moment nu au fost identifi cate genotipuri 
homozigote după această mutaţie, ea fi ind depistată în 
stare heterozigotă combinată cu mutaţia R408W sau 
altă mutaţie necunoscută (mutaţia X). Mutaţia P281L 
este frecventă în populaţiile sud-europene şi  cauzea-
ză un fenotip variabil de la o formă uşoară de PKU 
până la una severă. În cazul mutaţiei are loc substitu-
ţia Prolinei, care participă la formarea site-ului activ 
în apropierea Fe, cu Leucina care, la rândul ei, este 
mai puţin rigidă ca prolina, ceea ce duce la schimbări 
conformaţionale ale centrului activ  [5,10, 25]. 
A treia după frecvenţa mutaţiei din gena PAH din 
spectrul mutaţional cercetat în Republica Moldova 
este R261Q care este depistată în 3,9% din cazuri. 
Conform bazei electronice de date (http://www.pa-
hdb.mcgill.ca) această mutaţie este frecvent întâlnită 
la pacienţii cu PKU. În cazul mutaţiei R261Q  Arg din 
poziţia 216 care ajută la stabilizarea site-ului catalitic 
este inlocuită cu Gln, dar cu toate aceastea activitatea 
enzimatică scade până la 30%, ceea ce duce la instau-
rarea unei forme uşoare de PKU [10,11]. 
Mutaţiile R158Q şi R252W au frecvenţa mică în 
populaţia cercetată (2.8% fi ecare) şi, se întâlnesc nu-
mai în tandem cu alte mutaţii ca R408Wsau X (tab. 
1). De remarcat este faptul, că a fost depistat un pa-
cient cu genotipul heterozigot compus din mutaţia 
R158Q şi R252W (1,2%). Acestea alterează ami-
noacizii ce răspund de formarea domeniilor catalitice 
şi reglatorii. Substituţia unui aminoacid cu altul duce 
la destabilizarea structurii domeniilor ceea ce la rân-
dul său scade activitatea enzimatică pâna la 10% în 
cazul mutaţiei R158Q sau sub 1% în cazul mutaţiei 
R252W [10,11].
 Mutaţiile de splicing  IVS12nt1 din intronul 12 
duce la sinteza unei enzime scurtate la care lipsesc 
52 de aminoacizi de la capătul C-terminal, ceea ce 
generează o activitate enzimatică nulă, caracteristică 
PKU clasice [9, 10]. Frecvenţa acestei mutaţii este de 
2,3% şi, ea a fost depistată doar în stare heterozigotă 
combinată cu mutaţia ca R408Wsau X. 
Din alelele mutante cercetate în gena PAH 56,2% 
conţin o alelă X (necunoscută), identifi cată în formă 
homozigotă la 5,6% din pacienţi cu PKU, la aceştia 
nefi ind defi nitivat genotipul care a indus patologia 
(tab.1). 
Tabelul 1 
Frecvenţa genotipurilor din gena PAH 
a pacienţilor cu PKU din Moldova



















Conform datelor din Registrul Naţional a bol-
navilor cu PKU rata de cuprindere a screening-ului 
molecular a genei PAH este de 69,7%, ceea ce de-
notă faptul că spectrul de mutaţii cercetat în Repu-
blica Moldova  este prea îngust  pentru determinarea 
genotipului complet la pacienţii cu PKU. Strategia 
mondială în vederea cercetărilor în PKU urmăreşte 
crearea unei baze unice a mutațiilor în gena PAH în 
scopul determinării distribuirii geografi ce a mutații-
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lor care diferă de la populație la populație şi în sco-
pul reuniunii cercetărilor în domeniul PKU. Scree-
ning-ul molecular al genei PAH la pacienții cu PKU 
în majoritatea țărilor include testarea obligatorie a 
10-20 mutații cel mai frecvent întâlnite în populați-
ile lor [13, 19].
Tabelul 2
Frecvenţa mutaţiilor din gena PAH identifi cate la 
pacienţii cu PKU din Moldova












Spectrul mutațional în țările învecinate include 
mutații nestudiate la pacienții moldoveni cu PKU, dar 
potențial existente în populația Republicii Moldova, 
fapt care sugerează necesitatea lărgirii spectrului mu-
tațional în gena PAH cu mutațiile mai frecvent întâl-
nite: K363fsdelG, P225T, IVS12nt1g‒>a (Romania) 
[17], L48S, E390G, I306V, Q20X, R261X (Serbia şi 
Montenegru) [23], Y414C (Ucraina) [21],  IVS10-
11G>A (Polonia) [6].
Necesitatea studierii mutațiilor din gena PAH la 
pacienții cu PKU este determinată de folosirea datelor 
analizelor molecular-genetice în efectuarea diagnos-
ticului prenatal direct în familiile cu PKU care stau 
la evidență  la IMSP Institutul Mamei şi Copilului și 
prevenirea naşterii copiilor cu PKU, în familiile de 
risc. Incapacitatea de a defi nitiva genotipul patologic 
ce a indus PKU, impune recurgerea la calea indirectă 
a diagnosticului prenatal care poate fi  efectuată numai 
în famiile informative.
În perioada din 2001 până în prezent în cadrul 
IMSP  Institutul Mamei şi Copilului în laboratorul 
de Genetica Moleculară Umană au fost efectuate 17 
diagnostice prenatale în familiile cu PKU dintre care 
în 7 cazuri diagnosticul de PKU a fost confi rmat mo-
lecular genetic la făt, iar 6 sarcini din ultimele au fost 
întrerupte [2].
Concluzii:
1. Analiza spectrului mutaţional al genei PAH 
a confi mat că mutaţia R408W  este cea mai frecven-
tă la pacienţii cu  PKU în populaţia Republicii Mol-
dova (50,0%), care este urmată de P281L (5,1%), 
R262Q (3,9%) R158Q, R252W, (a câte 2,8% fi ecare), 
IVS12nt1 (2,3%).
2. Spectrul mutaţional din gena PAH cercertat 
în Republica Moldova permite depistarea mutaţiilor 
cu rata de 69,7%, ceea ce accentuează necesitatea de 
implementare a noilor metodici pentru depistarea mu-
taţiilor noi în gena PAH.
3. Cunoaşterea genotipului determinant al pato-
logiei contribuie la prevenirea naşterii bolnavilor cu 
PKU în familiile cu risc prin diagnostic prenatal. 
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PARTICULARITĂŢILE DIAGNOSTICE ALE BOLII WILSON
 ÎN LEGĂTURA CU VÂRSTA, SEXUL ŞI PREZENTAREA CLINICĂ
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Rezumat
Boala Wilson (BW) este o afecţiune genetică, autosomal recesivă, care afectează fi catul, creierul şi corneea. Scopul. 
Evaluarea particularităţilor clinice cu clasifi carea fenotipică a bolii şi studierea relaţiilor între forma clinică a bolii, vârsta 
şi sexul pacienţilor. Material şi metode: Noi am analizat 40 de pacienţi cu diferite simptome, care refl ectă BW. Diagnos-
ticul a fost stabilit la toţi pacienţii cu afectarea inexplicabilă a fi catului şi/sau tulburări neurologice sau neuropsihiatrice, 
prezenţa inelului Kayzer-Fleischer, nivelul jos a ceruloplasminei serice, creşterea excreţiei cuprului urinar în 24 de ore. 
Pacienţii au fost clasifi caţi fenotipic şi s-a studiat relaţia între forma clinică a bolii, vârsta şi sexul pacienţilor. Rezultate: 
Schimbările neurologice au fost presente în 38 (95%) de cazuri. Pacienţii cu manifestări hepatice (media 17.3 ani; rata 
9-30) au fost mai tineri în comparaţie cu pacienţii cu simptomele neurologice (media 24.6 ani; rata 12-36). Manifestările 
neurologice au fost asociate cu vârsta mai mare şi stabilirea mai îndelungată a diagnosticului. Nu au existat diferenţe 
semnifi cative privind distribuţia pe fenotipuri în raport cu vârsta sau sexul pacienţilor. Concluzii: Prezenţa manifestărilor 
hepatice la momentul diagnosticului BW descreşte cu vârsta, pe când cea a manifestărilor neurologice creşte. Distribuţia 
pe fenotipuri nu este infl uenţată de vârstă sau sex.
Cuvinte-cheie: Boala Wilson, forme clinice, vârsta, sex
Summary: Diagnostic characteristics of Wilson’s disease in relation to age, sex, and clinical presentation
Wilson’s disease (WD) is a genetic, autosomal recessive disorder, which affects the liver, brain and cornea. The aim. 
To study different clinical presentations, their relation with age and sex. Material and methods. We analyzed 40 moldovan 
patients having diverse disease symptoms refl ecting WD with unexplained liver and/or neurological or neuropsychiatric 
disorder, presenting of Kayser-Fleischer ring, low serum ceruloplasmin level and the amount of copper excreted in the 
urine. The patients were classifi ed phenotypically and we studied the relation between clinical phenotype, age at diagnosis 
and sex. Results: The neurological changes were presented in 38 (95%) cases of all our patients. Patients with hepatic 
manifestation (17.6±0.96 years; range 9–30) were younger than patients with neurological symptoms (25.5±1.26 years; 
range 12–36). Conclusions: The presence of hepatic manifestations at the moment of diagnosis of WD decreases with 
age, while neurological one increases. The distribution on phenotypes was not infl uenced by age or sex.
Key words: Wilson’s disease, Wilson’s disease clinical phenotypes, age, sex.
Резюме: Диагностические особенности болезни Вильсона в плане возраста, пола и клинических 
проявлений
Болезнь Вильсона (БВ) генетическое, аутосомно-рецессивное нарушение, повреждающее печень, мозг и ро-
говицу. Цель. Исследование различных клинических форм БВ и определение их связи с возрастом и полом. Ма-
териалы и методы. Мы проанализировали 40 молдавских пациентов с различными симптомами, отражающими 
БВ с необъяснимой печеночной, неврологической и нейропсихиатрической симптоматикой, присутствием кольца 
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